多发性骨髓瘤（MM）的治疗在过去的几十年取得了重大进展，包括蛋白酶体抑制剂（硼替佐米和伊沙佐米）、免疫调节剂（来那度胺、沙立度胺和泊马度胺）、大剂量化疗联合自体造血干细胞移植技术等传统治疗手段，以及小分子药物、靶向药物和细胞免疫治疗等新型治疗方法的应用。这些治疗方案很大程度上提高了MM患者的缓解率和生存时间，超过50%的MM患者可以在治疗后获得完全缓解（CR）[@b1]。为满足临床疗效评估的需求，2006年国际骨髓瘤工作组在疗效评估标准中增加了严格意义的完全缓解（sCR），即除满足CR要求外，还需同时满足血清游离轻链比值正常和骨髓中未能检测到单克隆浆细胞[@b2]。但目前血清学疗效评估依然不能全面反映患者的预后，大部分获得CR甚至是sCR的患者均出现疾病的复发[@b3]，表明获得CR的患者体内可能存在包括血清蛋白电泳和免疫固定电泳在内的传统检测手段无法检测到的残留病灶，要求我们探索更为敏感的监测手段。

多参数流式细胞术监测MRD是血液系统恶性肿瘤患者疗效评估及预后判断的一项有效技术，近年来许多报道关注其在MM患者中的临床意义[@b3]--[@b7]，而该项技术的敏感性、可重复性以及临床相关性分析的标准化仍在进一步探索中[@b8]--[@b9]。我中心自2015年开始对MM患者开展十色流式细胞术监测MRD，积累了大量的病例资料，本研究回顾性分析了这部分患者的病例资料，探讨采用十色流式细胞术监测MRD的临床意义及可行性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析了2015年7月至2017年7月在苏州大学附属第一医院就诊的150例初诊MM患者的临床资料，其中102例患者治疗后获得非常好的部分缓解（VGPR）及以上疗效。MM患者的诊断和分期标准参照2014及2015年国际骨髓瘤工作组（IMWG）的标准[@b10]--[@b11]。96%的患者接受以硼替佐米或来那度胺为基础的三药方案诱导治疗4\~6个疗程，1例患者接受硼替佐米+地塞米松方案，3例患者接受沙利度胺+脂质体阿霉素+地塞米松方案，诱导治疗结束后有69例患者接受自体造血干细胞移植[@b12]。每个周期诱导治疗结束后行血清学疗效评估，移植后1年内每3个月进行一次疗效评估，1年后每半年进行一次疗效评估，血清学疗效判断标准按照国际骨髓瘤工作组（IMWG）的最新标准[@b13]。末次诱导治疗结束后1个月行流式细胞术MRD检测，其中87例患者采用十色流式细胞术检测MRD，接受移植的69例患者在移植后3个月、6个月及1年分别行十色流式细胞术监测MRD，此后每半年检测一次。研究旨在探索MRD水平对上述MM患者预后的影响。随访时间自监测MRD至2018年12月31日，中位随访时间18.5（1\~35）个月，随访结束时32例（31%）患者出现疾病进展、复发或死亡，其中死亡患者8例（8%）。

2．十色流式细胞术：①抗体的选择：包括CD138-APC、CD38-APC750、CD45-KO、CD19-ECD、CD56-PC7、CD27-PB、CD81-APC700、CD117-PC5在内的8种膜抗体以及Kappa-FITC、Lambda-PE两种胞质抗体（Kappa-FITC和Lambda-PE购自丹麦Dako公司，膜抗体购自美国Beckman Coulter公司）；②样本的制备及检测：取200 µl\~5 ml患者骨髓\[（2\~20）×10^6^个细胞\]，加入氯化铵溶血剂混匀后离心洗涤去上清，洗涤后的细胞（50\~100 µl）加入上述8种膜抗体并混匀，室温孵育30 min，加入PBS离心洗涤弃上清，振荡混匀加入破膜剂A避光孵育30 min，加入PBS离心洗涤弃上清。加入破膜剂B，轻轻混匀后加入上述两种胞质抗体，混匀，室温避光孵育30 min；加入PBS混匀离心弃上清，细胞沉淀加入PBS混匀，上流式细胞仪（Navios）检测。每次获取100万个有核细胞，检测到≥20个异常浆细胞为阳性，检测的敏感度为10^−4^。

3．细胞遗传学：所有患者在治疗前采用FISH检测细胞遗传学（骨髓标本未进行CD138磁珠分选），检测的主要异常包括1q21扩增、13q14扩增、Rb1缺失、IgH重排、p53缺失。其中IgH重排阳性者加做t（4;14）、t（11;14）、t（14;16）[@b14]。出现17p−、t（4;14）、t（14;16）、1q21扩增定义为遗传学高危，未出现以上遗传学异常定义为遗传学标危。

4．统计学处理：使用SPSS 22.0软件进行统计学分析。均数的比较采用独立样本*t*检验和方差分析的双侧检验，率的比较采用*χ*^2^检验；无进展生存（PFS）时间定义为自监测MRD至疾病进展、复发或患者死亡的时间，总生存（OS）时间定义为自监测MRD至患者死亡的时间。生存分析采用Kaplan-Meier法，显著性检验采用Log-rank检验，多因素分析采用Cox生存回归分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者的一般资料分析：纳入的102例患者临床资料及一般生物学特点见[表1](#t01){ref-type="table"}。诱导治疗结束后87例患者采用十色流式细胞术检测MRD，MRD阴性组34例（39.1%）。MRD阴性患者和阳性患者临床及生物学特点比较见[表2](#t02){ref-type="table"}。两组患者在年龄、分期、细胞遗传学特点、肿瘤负荷、治疗方案上均无明显差异；MRD阴性组较阳性组包含更多血清学疗效为CR的患者（61.8%比22.6%，*P*=0.001）。

###### 102例多发性骨髓瘤患者基本临床资料及生物学特点

  特征                                       数值
  ----------------------------------- ------------------
  性别（例，男/女）                         60/42
  年龄［岁，*M*（范围）］               58.5（31～75）
  分型［例（%）］                     
   IgG型                                  45（44.1）
   IgA型                                  23（22.5）
   轻链型                                 15（14.7）
   其他类型                               19（18.6）
  DS分期［例（%）］                   
   Ⅰ、Ⅱ期                                  9（8.8）
   Ⅲ期                                    93（91.2）
  R-ISS分期［例（%）］                
   Ⅰ期                                    29（29.6）
   Ⅱ期                                    38（38.8）
   Ⅲ期                                    31（31.6）
  HGB（g/L, *x*±*s*）                       97±27
  白蛋白（g/L, *x*±*s*）                     36±7
  乳酸脱氢酶［U/L，*M*（范围）］        177（63～514）
  血肌酐［µmol/L，*M*（范围）］        77（38～1 563）
  血清钙［mmol/L，*M*（范围）］        2.3（1.4～3.6）
  β~2~微球蛋白［mg/L，*M*（范围）］    3.5（0.2～35.7）
  细胞遗传学［例（%）］               
   t（4；14）                             16（15.7）
   t（11；14）                             7（6.9）
   t（14；16）                             1（1.0）
   17p--                                   8（7.8）
   1q21+                                  42（44.2）
  诱导治疗方案［例（%）］             
   PAD                                    40（39.2）
   PDD                                    36（35.3）
   PTD                                    12（11.8）
   PCD                                     6（5.9）
   VRD                                     4（3.9）
   TDD                                     3（2.9）
   PD                                      1（1.0）
  是否移植［例（%）］                 
   是                                     69（67.2）
   否                                     33（32.4）
  诱导治疗后疗效［例（%）］           
   CR                                     39（38.2）
   VGPR                                   46（45.1）
   PR                                     17（16.7）

注：PAD：硼替佐米、阿霉素、地塞米松；PDD：硼替佐米、脂质体阿霉素、地塞米松；PTD：硼替佐米、沙利度胺、地塞米松；PCD：硼替佐米、地塞米松、环磷酰胺；VRD：硼替佐米、来那度胺、地塞米松；TDD：沙利度胺、脂质体阿霉素、地塞米松；PD：硼替佐米、地塞米松；CR：完全缓解；VGPR：非常好的部分缓解；PR：部分缓解

###### 诱导治疗结束后MRD阳性与MRD阴性多发性骨髓瘤患者的临床特点

  特征                                 MRD阳性组（53例）   MRD阴性组（34例）         统计量         *P*值
  ----------------------------------- ------------------- ------------------- -------------------- -------
  年龄［岁，*M*（范围）］                59（38～75）        58（31～71）       −0.064（*t*值）     0.949
  ISS分期［例（%）］                                                           0.859（*χ*^2^值）    0.651
   Ⅰ期                                    17（32.7）           9（27.3）                           
   Ⅱ期                                    21（40.4）          12（36.4）                           
   Ⅲ期                                    14（26.9）          12（36.4）                           
  R-ISS分期［例（%）］                                                         0.653（*χ*^2^值）    0.721
   ISS Ⅰ期                                14（30.4）           8（24.2）                           
   ISS Ⅱ期                                25（54.3）          18（54.5）                           
   ISS Ⅲ期                                 7（15.2）           7（21.2）                           
  HGB（g/L）                                 96±28               98±26          −0.331（*t*值）     0.742
  白蛋白（g/L）                              35±6                36±8           −0.622（*t*值）     0.536
  乳酸脱氢酶［U/L，*M*（范围）］        169（99～530）      182（63～347）      −0.527（*t*值）     0.598
  β~2~微球蛋白［mg/L，*M*（范围）］    3.0（0.1～35.7）    4.2（0.9～20.0）     −1.117（*t*值）     0.264
  游离轻链比值［例（%）］                                                      0.308（*χ*^2^值）    0.579
   \>100                                  16（34.0）           9（28.1）                           
   ≤100                                    7（6.9）           23（71.9）                           
  细胞遗传学［例（%）］                                                        0.990（*χ*^2^值）    0.320
   高危                                   26（55.3）          15（44.1）                           
   标危                                   21（44.7）          19（55.9）                           
  诱导治疗方案［例（%）］                                                      6.531（*χ*^2^值）    0.366
   PAD                                    23（43.4）          11（32.4）                           
   PDD                                    18（34.0）          14（41.2）                           
   PTD                                     5（9.4）            5（14.7）                           
   PCD                                     2（3.8）            2（5.9）                            
   VRD                                     3（5.7）            0（0.0）                            
   TDD                                     1（1.9）            2（5.9）                            
   PD                                      1（1.9）            0（0.0）                            
  是否移植［例（%）］                                                          0.464（*χ*^2^值）    0.496
   是                                     35（66.0）          20（58.8）                           
   否                                     18（34.0）          14（41.2）                            0.001
  诱导治疗后疗效［例（%）］                                                    13.563（*χ*^2^值）  
   CR                                     12（22.6）          21（61.8）                           
   VGPR                                   31（58.5）          10（29.4）                           
   PR                                     10（18.9）           3（8.8）                            

注：PAD：硼替佐米、阿霉素、地塞米松；PDD：硼替佐米、脂质体阿霉素、地塞米松；PTD：硼替佐米、沙利度胺、地塞米松；PCD：硼替佐米、地塞米松、环磷酰胺；VRD：硼替佐米、来那度胺、地塞米松；TDD：沙利度胺、脂质体阿霉素、地塞米松；PD：硼替佐米、地塞米松；CR：完全缓解；VGPR：非常好的部分缓解；PR：部分缓解

2．MRD对于患者预后的影响：诱导治疗结束后采用十色流式细胞术监测MRD的87例患者中，MRD阴性组（39.1%，34/87）和MRD阳性组（61.0%，53/87）的中位PFS时间分别为未达到和21个月（*P*=0.022）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。69例患者接受自体造血干细胞移植，移植后1年内采用十色流式细胞术检测MRD，MRD阴性组（49.3%，34/69）和MRD阳性组（50.7%，35/69）的患者中位PFS时间分别为未达到和18个月，两组的2年PFS率分别为83%和41%（*P*\<0.001）（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![诱导治疗结束（A）及移植后（B）微小残留病（MRD）对多发性骨髓瘤患者无进展生存的影响](cjh-40-09-720-g001){#figure1}

接受自体造血干细胞移植的患者中，移植后疗效未达CR但MRD阴性者的PFS优于MRD阳性者，与疗效达CR且MRD阴性者相比，PFS的差异无统计学意义（*P*=0.136）；疗效达CR但MRD阳性的患者预后也较差，与疗效未达CR且MRD阳性者相比，PFS的差异无统计学意义（*P*=0.779）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。R-ISS Ⅱ期和Ⅲ期MRD阴性患者的PFS优于MRD阳性患者（*P*=0.012），与R-ISS Ⅰ期MRD阴性患者相比，PFS的差异无统计学意义（*P*=0.925）。R-ISS Ⅰ期的MRD阳性患者转归也较差，与R-ISS Ⅱ期和Ⅲ期MRD阳性患者相比，PFS的差异无统计学意义（*P*=0.395）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。根据细胞遗传学异常将患者分为遗传学高危组和标危组，伴遗传学高危因素的MRD阴性患者的PFS优于MRD阳性患者（*P*=0.059），与遗传学标危的MRD阴性患者相比，PFS的差异无统计学意义（*P*=0.474）。遗传学标危的MRD阳性患者预后也很差，仅优于遗传学高危的MRD阳性患者（*P*=0.063）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![基于血清学疗效分组的微小残留病（MRD）对多发性骨髓瘤患者无进展生存的影响\
CR：完全缓解](cjh-40-09-720-g002){#figure2}

![基于R-ISS分期分组的微小残留病（MRD）对多发性骨髓瘤患者无进展生存的影响](cjh-40-09-720-g003){#figure3}

![基于细胞遗传学分组的微小残留病（MRD）对多发性骨髓瘤患者无进展生存的影响](cjh-40-09-720-g004){#figure4}

根据患者诱导治疗后和移植后MRD水平，将接受造血干细胞移植的69例患者分为4组，MRD持续阴性（诱导治疗后和移植后MRD均阴性）者20例，3例（15.0%）出现进展或死亡；MRD阳性转阴性（诱导治疗后MRD阳性，移植后MRD阴性）者18例，3例（16.7%）出现进展或死亡；MRD持续阳性（诱导治疗后和移植后MRD均阳性）者29例，14例（48.3%）出现进展或死亡；MRD阴性转阳性（诱导治疗后MRD阴性，移植后MRD阳性）患者2例，均进展或死亡（100%）。四组患者的中位PFS时间分别为未达到、未达到、18个月、11个月，2年PFS率分别为83%、82%、44%、0（*P*=0.002）（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。持续阴性组转归最好，阴性转阳性组转归最差。

![移植前后多发性骨髓瘤患者的微小残留病（MRD）状态对无进展生存的影响](cjh-40-09-720-g005){#figure5}

3．影响PFS的单因素和多因素分析：单因素分析结果显示，ISS分期≥Ⅱ期（*P*=0.017）、血清白蛋白浓度\<30 g/L（*P*=0.011）、诱导治疗后血清学疗效未达CR（*P*=0.010）以及流式细胞术MRD阳性（*P*\<0.001）影响患者PFS。多因素分析显示，仅流式细胞术MRD阳性是影响PFS的独立危险因素\[*P*=0.002，*HR*=4.8（95%*CI* 1.8\~12.7）\]（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 影响102例多发性骨髓瘤患者无进展生存危险因素分析

  因素                                        单因素分析         多因素分析                           
  ------------------------------------ ------------------------ ------------ ------------------------ -------
  年龄（≥65岁比\<65岁）                 0.971（0.374～2.525）      0.952      1.528（0.482～4.852）    0.472
  ISS分期（Ⅱ、Ⅲ期比Ⅰ期）                3.591（1.252～10.301）     0.017                −              0.932
  R-ISS分期（Ⅱ、Ⅲ期比Ⅰ期）              2.872（0.991～8.320）      0.052                −              0.939
  ALB（\<30 g/L比≥30 g/L）              0.939（0.895～0.985）      0.011      0.956（0.895～1.020）    0.176
  诱导治疗结束后疗效（未达CR比达CR）    3.002（1.195～6.959）      0.010      1.274（0.434～3.737）    0.659
  MRD阳性/阴性                          4.462（1.996～9.977）     \<0.001     4.808（1.818～12.718）   0.002

注：ALB：血清白蛋白浓度；MRD：微小残留病；−：未进行统计学分析

讨论 {#s3}
====

随着新药时代的到来，MM患者治疗后可获得更高的血清学缓解率，文献报道超过50%的患者在治疗后获得CR[@b1]。然而无论获得何种程度的血清学缓解，MM患者大多死于疾病的复发，传统的血清学评估手段已远远不能满足临床疗效的评估。近几年的大量文献报道，对于移植后患者，MRD监测在评估预后方面的意义明显优于传统血清学[@b4]--[@b5],[@b15]--[@b18]。有研究报道，在非移植老年患者中，MRD阴性的患者也具有更好的预后[@b19]。国内的相关报道尚缺乏，采用敏感度和特异度更高的多色流式细胞术监测MRD的研究更少。

我们的研究纳入102例治疗结束后获得VGPR及以上疗效的MM患者，采用十色流式细胞术监测其骨髓MRD水平，MRD阴性患者的PFS较MRD阳性者显著延长。无论在诱导治疗后还是移植后，MRD转阴都预示更好的临床预后。对于疗效未达CR的患者，R-ISS分期Ⅱ、Ⅲ期的患者及伴有遗传学高危因素的患者，治疗后MRD转阴者的PFS明显优于MRD阳性者，同国外的相关报道一致。此外，巩固治疗前后MRD持续阴性以及阳性转阴性的患者PFS较长，而MRD持续阳性，尤其是阴性转阳性的患者预后较差。多因素分析也显示MRD水平在预测临床预后方面具有重要意义。本研究纳入的患者是治疗后获得VGPR及以上的人群，这部分患者较患者总体可能有更长的PFS和OS时间。由于随访时间较短（中位随访时间为18.5个月）以及患者复发后我们采取的一些干预措施（化疗、靶向治疗及免疫治疗）明显延长了患者的总生存期，至随访结束仅有8例患者死亡，因此MRD水平对于OS的影响目前尚不能明确得出。后期我们将对这些患者继续随访，探讨MRD水平对于患者总生存的影响。

目前为止还没有临床试验根据MRD水平将患者分组，进行个体化治疗，研究MRD在个体化治疗中的作用。然而多个临床研究表明，即使在CR患者中，MRD持续阳性也提示预后较差，加之MRD阴性结果存在不确定性，临床治疗中基于MRD阳性而不是阴性做出决策可能更加安全。要想将MRD的监测作为制定临床治疗策略的标准，还需要我们引入标准化、敏感度高、成本低和广泛可用的MRD监测技术。
